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緒言 
 
希土類元素は、周期表の 3 族に属するスカンジウム（Sc：原子番号 21）、イットリ
ウム（Y：原子番号 39）およびランタン（La：原子番号 57）からルテチウム（Lu：原
子番号 71）までの 15 種類のランタノイドを含む 17 元素からなるグループであり、レ
アアースとも呼ばれている。ランタノイドの中でもランタンは 4f 軌道に電子を持って
いないため、セリウム（Ce：原子番号 58）から Lu までをランタニドとして区別する
こともある。3 価イオンの希土類元素の最外殻電子配置は 5s25p6 であり、希土類元素
は極めて似た化学的性質を示すことが知られている 1）。 
希土類元素の発見は、1787 年、スウェーデンの化学者で鉱物学者の CA. Arrhenius が
ストックホルム郊外のイッテルビ村、イッテルビ採石場で発見した新しい黒石をイッ
テライトと名付けたのが最初と言われている。その後フィンランドの科学者 J. Gadolin
が 1794 年、イッテライトの中に「イットリア」を発見し、これが希土類元素の歴史の
始まりとなった。次いで 1803 年には MH. Klaproth、JJ. Berzelius、W. Hisinger が「セ
リア」を発見している。しかし、その後「イットリア」、「セリア」は純粋な酸化物で
はないことが判明している。1843 年、スイス人の CG. Mosander の Y の分離によって
初めて純粋な希土類元素の分離が成功するが、希土類元素の性質は非常に似ているた
め、当時の技術では相対分離が難しく、すべての希土類元素が分離されたのは 100 年
以上後の 1907 年である 2）。 
希土類元素は名前の通り、比較的希少価値、工業的価値が高く、アメリカ地質調査
所の 2018 年に報告 3）された推定では、中国、オーストラリア、アメリカ合衆国、ロ
シア、タイ、ベトナム、マレーシア、インド等の鉱山で生産されており、その中で中
国が 70%を占めるとされている。また埋蔵量も世界の 1/3 以上を占めると言われてい
る。希土類元素の工業製品としての用途は幅広いものがあり 4-7）、Sc が水銀灯の一種
であるメタルハイドランプ、Sc とアルミニウムとの合金は航空宇宙用品から野球の金
属バットにまで利用されている。また Y はレーザー媒質、赤色蛍光体の原料として使
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用されている。La は高屈折ガラスとしてレンズなどに利用されており、セラミックコ
ンデンサー、水素吸蔵合金として燃料電池にも使用されている。セリウム（Ce：原子
番号 58）はガラス研磨剤、排ガスの浄化・触媒、紫外線吸着ガラス（サングラス）と
して利用されているほか、ネオジウム（Nd：原子番号 60）、サマリウム（Sm：原子番
号 62）は、ネオジウム磁石およびサマリウム・コバルト磁石としての用途がある。ユ
ーロピウム（Eu：原子番号 63）は赤色蛍光体として、テルビウム（Tb：原子番号 65）
は緑色蛍光体、光磁気ディスクに用いられている。ジスプロシウム（Dy：原子番号 66）
は蓄光性があり、ルミノーバとして夜光塗料として利用されている。プラセオジウム
（Pr：原子番号 59）、エルビウム（Er：原子番号 68）、ツリウム（Tm：原子番号 69）
は光ファイバー通信に欠かせない元素である。 
一方、一部の希土類元素は医薬品にも応用されており、例えば La を主成分とした
炭酸ランタン（La2[CO3]3）は、リン（P）を吸着する特性を利用して、慢性腎臓病患者
に見られる高リン血症の改善薬（医薬品名：ホスレノール）として 8)、セリウムはシ
ュウ酸セリウムの形状で制吐薬として使用されている 9)。またガドリニウムは磁気共
鳴画像（MRI）の血管造影剤として 10,11)、放射性のイットリウム（90Y）と放射性のサ
マリウムは（153Sm）は放射性医薬品として使用されている 12,13)。またホルミウム（Ho：
原子番号 67）は外科用のレーザーとして 14）、Er は美容整形外科用のレーザーとして
15）、ルテチウム（Lu：原子番号 71）はポジトロン断層撮影法（PET）のシンチレータ
ーとして 16）使用されている。従って、希土類元素の生物学的な影響や機能性を検討す
ることは、疾病の予防・診断・治療を通した人の健康維持やあるいは新規医薬品の開
発による医療分野への利用などの基礎となることが考えられ、重要なことである。 
タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシニューリン（CN）は、ホスホプロテインホ
スファターゼ 2B（PP2B）とも言われ、カルシウムイオン（Ca2+）/カルモジュリン（CaM）
依存性のセリン/トレオニンホスファターゼとして知られている 17）。CN は下等から高
等に至る真核生物の様々な細胞機能において重要な役割を果たしているが、ヒトでは
心肥大の制御 18)、興奮性神経細胞死 19)やアルツハイマー病で特徴的に観察される異
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常にリン酸化されたタウタンパク質の形成  20,21)などに CN が関与している報告があ
る。また免疫系では CN は、T 細胞においてインターロイキン-2（IL-2） mRNA の発
現を制御する転写調節因子の一つである Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent 1（NFATc1）を脱リン酸化することで IL-2 mRNA の発現を増加さ
せ、細胞性免疫を高めることが知られている 22)。さらに、臓器移植の際に免疫抑制剤
として臨床で使用されているシクロスポリンやタクロリムス（FK506）はそれぞれシ
クロフィリンや FK506 結合タンパク質（FKBP）といったイムノフィリンという結合
タンパク質を介して間接的に CN を阻害することから、CN は免疫抑制剤の標的酵素
であることが知られている（図 1） 23)。 
本研究では希土類元素の細胞性免疫に対する影響に着目し、希土類元素の中でもラ
ンタンイオン（La3+）を中心として CN を使用した酵素レベル、ヒト T 細胞様株 Jurkat
細胞を用いた細胞レベルで検討を行った。第一章では免疫抑制剤探索の基盤として、
ウシ脳由来 CN（bCN）とリコンビナントヒト CN（rhCN）を使用して、ホスファター
ゼ活性に対する影響を La3+をはじめとして数種類の希土類元素を用いて調べ、酵素キ
ネティクス解析により La3+の CN に対する阻害様式を求めた。第二章では Jurkat 細胞
がコンカナバリン A（ConA）誘導性に産生する IL-2 タンパク質を指標に、La3+および
数種類の希土類元素の影響について検討を行った。第三章では、La3+の作用機序を明
らかとするために、最初に Jurkat 細胞を用いてリアルタイム RT-PCR 法により IL-2 
mRNA の転写レベルでの検討を行った。T 細胞における IL-2 mRNA の発現は、CN 系
を介した NFATc1 と IκB kinase（IKK）系を介した nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells（NFκB）および mitogen-activated protein kinase（MAPK）系を介した
activator protein-1（AP-1）の 3 つの転写調節因子によって制御されていることが知ら
れている（図 2）。従って、次に核内の転写調節因子 NFATc1、AP-1、NFκB のそれぞれ
の DNA 結合活性に対する La3+の影響について検討を行った。 
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図 1 カルシニューリンを介した IL-2 mRNA 発現と免疫抑制剤の作用機構（参考文献
24 を改変） 
カルシニューリン（CN）はリン酸化型 NFATc1 の脱リン酸化反応を触媒する。脱リ
ン酸化型 NFATc1 は核内に移行し、IL-2 mRNA の発現を促進する。免疫抑制剤シクロ
スポリンはシクロフィリンと結合し、CN 活性を阻害することにより、免疫抑制剤と
して機能する。 
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図 2 T 細胞における CN 系、IKK 系、MAPK 系を介した IL-2 mRNA 発現（参考文献
25 を改変） 
抗原提示を受けた T 細胞受容体により、CN、IKK、MAPK が活性化し、IL-2 mRNA
発現を制御する転写調節因子 NFATc1、NFκB、AP-1 の転写活性が促進される。 
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第一章 
 
 
カルシニューリン（CN）活性に対する 
ランタンイオン（La3+）の影響 
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1. 緒言 
 タンパク質脱リン酸化酵素の一種であるセリン/トレオニンホスファターゼ（PP）は
PP1、PP2A、PP2B、PP2C、PP4、PP5、PP6、PP7 のサブファミリーに分類されている
17)。この中でも PP2B、別名カルシニューリン（CN）は PP1、PP2A、PP4、PP5、PP6、
PP7 とともにホスホプロテインホスファターゼ（PPP）ファミリーを形成し、カルシウ
ムイオン（Ca2+）/カルモジュリン（CaM）依存性セリン/トレオニンホスファターゼと
して知られている。PPP ファミリーの構造上の特徴は、触媒サブユニットと調節サブ
ユニットとが会合するホロ酵素であり、CN の場合、触媒サブユニット A（CNA：分子
量 61 KDa)と制御サブユニット B（CNB：分子量 19 KDa）からなる（図 3）26,27)。また
CNA には、CaM 結合ドメイン、CNB 結合ドメイン、C 末端自己活性阻害ドメインな
どが存在し、鉄イオン（Fe2+）と亜鉛イオン（Zn2+）2 個の金属イオンを活性中心に内
在しており 28-31)、CNB は、4 つの EF ハンドモチーフにそれぞれ 1 つずつの Ca2+を結
合している特徴を持つ（図 3）。 
CN は酵母から高等動物までの生物の全ての細胞に存在する酵素であるが、特に高
等動物では細胞性免疫に関わる細胞内情報伝達系において重要な役割を果たしている
32）。T 細胞において細胞性免疫に関与するインターロイキン-2（IL-2） mRNA の発現 
は、転写調節因子の一つである Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent 1（NFATc1）により制御されているが、CN はリン酸化型 NFATc1
を脱リン酸化することにより活性型に変化させ、IL-2 mRNA の発現を増加させること
により細胞性免疫を高める 22)。臓器移植などの際に臨床で使用される免疫抑制剤タク
ロリムス（FK506）やシクロスポリンは細胞内で FK506 結合タンパク質（FKBP）やシ
クロフィリンといったイムノフィリンと結合し、このタンパク質複合体が CN のホス
ファターゼ活性を阻害することから、CN は免疫抑制剤の標的酵素となっている  23)。
しかしながら、FK506 やシクロスポリンはイムノフィリンを介して間接的に CN を阻
害するので、腎障害や発癌などの副作用が起こる問題がある（図 4、5）。 
本章では、CN 阻害を介した免疫抑制剤探索の基盤として、ランタンイオン（La3+）
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を中心に希土類元素の CN 活性に対する影響を、ウシ脳由来の CN（bCN）とリコンビ
ナントヒト CN（rhCN）を用いて検討した。 
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図 3 カルシニューリンの構造 
触媒サブユニット A（CNA：分子量 61 KDa)と制御サブユニット B（CNB：分子量
19 KDa）からなる。CNA には、CaM 結合ドメイン、CNB 結合ドメイン、C 末端自己
活性阻害ドメインなどが存在し、鉄イオン（Fe2+）と亜鉛イオン（Zn2+）の金属イオン
2 個を活性中心に内在している。CNB は、4 つの EF ハンドモチーフにそれぞれ Ca2+
を結合している。 
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図 4 免疫抑制剤のカルシニューリン活性の阻害（文献 33 を改変） 
（A） 免疫抑制剤シクロスポリンはシクロスフィリンと結合して複合体を形成し、カ
ルシニューリン活性を阻害する。 
（B） 免疫抑制剤タクロリムスは FKBP12 と結合して複合体を形成し、カルシニュー
リン活性を阻害する。 
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図 5 カルシニューリンを介した細胞性免疫抑制の作用機序 
免疫抑制剤はイムノフィリンと結合して複合体を形成し、カルシニューリン（CN）
によるリン酸化型 NFATc1 の脱リン化反応を阻害する。リン酸化型 NFATc1 の脱リン
酸化は IL-2mRNA の発現に必要なため、結果として細胞性免疫に関わるサイトカイン
IL-2 の mRNA の発現が抑制される。 
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2. 試料および方法  
2-1. 試料および試薬  
Enzo 社からリコンビナントヒトカルシニューリン（ rhCN）を含む Calcineurin 
Phosphatase Assay Kit、Jena Bioscience 社から 1M pH 7.5 HEPES、SIGMA 社からウシ精
巣由来カルモジュリン（CaM）、ウシ脳由来カルシニューリン（bCN）を購入した。 
また、富士フィルム 和光純薬社より、塩化カルシウム（CaCl2）、炭酸ナトリウム
（Na2CO3）、塩化ニッケル（NiCl2）、塩化マグネシウム（MgCl2）、p-ニトロフェニ
ルリン酸（pNPP）、p-ニトロフェノール（pNP）を購入し、希土類元素として塩化ス
カンジウム（ScCl3）、塩化イットリウム（YCl3）、塩化ランタン（LaCl3）、塩化サマ
リウム（SmCl3）、塩化ユーロピウム（EuCl3）、塩化テルビウム（TbCl3）、塩化ホル
ミウム（HoCl3）、塩化エルピウム（ErCl3）、塩化ツリウム（TmCl3）、塩化イッテル
ビウム（YbCl3）、塩化ルテチウム（LuCl3）をそれぞれ購入した。 
 
2-2. 実験方法  
2-2-1. ウシ脳由来カルシニューリン（bCN）活性の測定  
酵素反応溶液の組成は、0.1 M HEPES-NaOH（pH7.5）、1 mM CaCl2、5 mM MgCl2、
ウシ精巣由来 CaM  2.5 U、bCN 1 U とし、ニッケル刺激については NiCl2 を終濃度で
0.2 mM、マンガン刺激では MnCl2 を終濃度で 1 mM それぞれマイクロチューブに添加
した。これに任意濃度の LaCl3、ScCl3、YCl3 をそれぞれ加え、終濃度で 3 mM pNPP を
添加することにより反応を開始し、37℃で 60 分酵素反応を行った。反応を終濃度で
0.8 M Na2CO3 を加えることにより停止させ、CN 活性は、生成した pNP を波長 410 nm
の吸光度（HITACHI U-5100）で測定することによって行った。なお、既知濃度の pNP
を 410 nm で同様に測定し、検量線を作成することにより、酵素活性の計算を行った。 
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2-2-2. ウシ脳由来カルシニューリン（bCN）活性阻害のキネティクス解析  
 bCN 活性に対する La3+の阻害様式を明らかとするために行ったラインウィーバー
バークの逆数プロット解析は、0.2 mM の NiCl2を添加した酵素反応液に終濃度で LaCl3
なし（0 µM）、7.0 µM あるいは 10 µM をそれぞれ添加して一定濃度で固定した。さ
らに、基質である pNPP を終濃度でそれぞれ 0.33 mM、0.5 mM、1 mM、3 mM、5 mM
添加して、37℃、60 分で反応させた。それぞれの基質濃度（S）と反応速度（v）の逆
数、1/S、1/v をプロットし、阻害様式を求めた。 
 
2-2-3. リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）活性測定  
 Enzo 社の Calcineurin Phosphatase Assay Kit を用いて rhCN 活性測定を行った。測定
方法は、キット付属のプロトコールに従って測定を行った。酵素反応溶液 50 mM Tris-
HCl（pH 7.5）、100 mM NaCl、0.5 mM CaCl2、6 mM MgCl2、0.5 mM DTT、0.025% NP-
40 にそれぞれ 8 U/µL の rhCN34）と 0.25 µM CaM を添加したものを標準酵素反応液
とした。これに任意の濃度の ScCl3、YCl3、LaCl3、SmCl3、EuCl3、TbCl3、HoCl3、ErCl3、
TmCl3、YbCl3、LuCl3 をそれぞれ加え、基質として 150 µM の RⅡリン酸化ペプチド
（Asp-Leu-Asp-Val-Pro-IIe-Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-Arg-Arg-Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu）35,36）
を加え、30℃で 60 分間酵素反応を行った。60 分後、この反応液の 2 倍量のマラカイ
トグリーンを添加し、酵素反応の結果、生成したリン酸を波長 620 nm の吸光度（A620）
をマイクロプレートリーダ （ーCORONA ELECTRIC SH-1000Lab）で測定することによ
り、CN の酵素活性を求めた 37,38）。なお、既知濃度のリン酸を 620 nm で同様に測定
し、検量線を作成することにより、酵素活性の計算を行った。 
 
2-2-4. リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）活性阻害のキネティクス解析 
 rhCN 活性に対する La3+の阻害様式を明らかとするために行った逆数プロット解析
は、標準酵素反応液に終濃度で LaCl3 なし（0 µM）あるいは 10 µM を添加して一定濃
度で固定し、さらに，基質である RⅡリン酸化ペプチドをそれぞれ 10 µM、15 µM、30 
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µM、90 µM、150 µM 添加して 30℃で 60 分間反応させた。反応速度と基質濃度の逆
数をプロットし、阻害様式を求めた。 
La3+の阻害定数 Ki を求めるために行った Quotient velocity プロット解析 39,40）は、標
準酵素反応液に終濃度で RⅡリン酸化ペプチドをそれぞれ 75 µM、150 µM 添加して
一定濃度で固定し、さらに任意の濃度の LaCl3 をそれぞれ加え、30℃で 60 分間反応
させた。LaCl3 の濃度と（V－v）/v（V：最大反応速度、v：LaCl3 存在下でのそれぞれ
の反応速度）をプロットし、Ki を求めた。 
 
2-2-5. 統計処理  
得られた結果は、Dunnett 検定（Excel 2016:Microsoft Corporation）で解析を行い、酵
素活性阻害実験で得られた 50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は、GraphPad 
Prism 8 （GraphPad Software）を用いて非線形回帰による分析で求めた。 
有意水準は p < 0.05 または p < 0.01 とした。 
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3. 結果 
免疫抑制剤の標的酵素であるカルシニューリン（CN）を介した免疫抑制剤の探索の
基盤として、ランタンイオン（La3+）を中心に希土類元素の CN のホスファターゼ活
性に対する検討をウシ脳由来 CN（bCN）とリコンビナントヒト CN（rhCN）を使用し
て行った。 
 
3-1. ランタンイオン（La3+）のニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来カルシニ
ューリン（bCN）活性に対する影響  
塩化ランタン（LaCl3）を使用して 0.2 mM の Ni2+で活性化（刺激）した bCN 活性に
対する影響を in vitro で検討した。その結果、図 6 に示すように LaCl3 の量を増やすと
CN 活性が低下することが示され、100 µM の LaCl3 では活性がほぼ 0 になった。従っ
て、ランタンイオン（La3+）は bCN 活性を阻害することが明らかとなった。また 50％
阻害濃度（IC50）は、6.7 µM（95%信頼区間（95%CI）4.8 - 9.4 µM）であった（表 1）。 
 
3-2. スカンジウムイオン（Sc3+）、イットリウムイオン（Y3+）のニッケルイオン（Ni2+）
刺激したウシ脳由来カルシニューリン（bCN）活性に対する影響  
La3+が Ni2+で活性化（刺激）した bCN 活性を阻害することが明らかとなったため、
La3+よりも原子量が小さい Sc3+、Y3+について Ni2+刺激した CN 活性の検討を行った。
図 7、8 に示すように塩化スカンジウム（ScCl3）と塩化イットリウム（YCl3）の測定
系への添加量をそれぞれ増やすと CN 活性が低下することが示され、興味深いことに
2 つの希土類元素では二段階の阻害を示すことが明らかとなった。また 50％阻害濃度
（IC50）は、Sc3+で 3.9 µM（95%CI 2.9 - 5.7 µM）、Y3+で 22.7 µM（95%CI 12.5 - 40.9 
µM）であった（表 1）。 
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3-3. ランタンイオン（La3+）、イットリウムイオン（Y3+）のマンガンイオン（Mn2+）
刺激したウシ脳由来カルシニューリン（bCN）活性に対する影響  
 Ni2+刺激した bCN について、La3+、Sc3+、Y3+がそれぞれ CN のホスファターゼ活性
を阻害することが明らかとなったため、Mn2+で活性化（刺激）した bCN について LaCl3、
YCl3 を用いて同様の検討を試みた。図 9 で示すように LaCl3 を増やすと Ni2+刺激した
bCN と同様に CN 活性の低下が観察され、30 µM の LaCl3では活性がほぼ 0 になった。
一方、YCl3では、一旦活性化した後に阻害が観察された（図 10）。50％阻害濃度（IC50）
は、La3+で 1.7 µM（95%CI 1.1 - 2.5 µM）、Y3+で 272.2 µM（95%CI 195.3 - 428.1 µM）
であった。（表 1）。 
 
3-4. ランタンイオン（La3+）のニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来カルシニ
ューリン活性（bCN）阻害のキネティクス解析 
La3+のニッケルイオン（Ni2+）刺激した bCN 活性阻害のメカニズムを検討するため
に、キネティックス解析を行った。LaCl3なし（0 µM）、あるいは LaCl3 を 7.0 µM、10 
µM でそれぞれ一定の濃度にし、基質として使用した pNPP （p-ニトロフェニルリン
酸）の濃度を変えて（終濃度でそれぞれ 0.33 mM、0.5 mM、1 mM、3 mM、5 mM）CN
活性を測定した。図 11 に示すように基質濃度（S）と反応速度（v）についてラインウ
イーバ―バークの二重逆数プロットを作成し、La3+の阻害様式を検討した。この結果、
LaCl3 なし（0 µM）、5 µM、7.5 µM のそれぞれの直線は第 2 象限で交差し、La3+は混合
阻害により CN 活性を阻害することが明らかとなった。これは La3+は CN-pNPP 複合
体あるいは CN 単独の双方に異なる阻害定数 Ki、K’i で結合することを表しており、
図 11 に示す直線は第 2 象限で交差していることから、Ki＞K’i であることが考えられ
た。また、図 11 から LaCl3 なし（0 µM）、5 µM、7.5 µM のそれぞれの最大反応速度
Vmax とミカエリス定数 Km を求めたところ表 1 のようになった。Vmax は 33.6 
nmol/60min から La3+の添加によって、22.2 nmol/60 min、16.8 nmol/60 min と低下し、
一方、Km は 0.500 mM、1.00 mM、1.25 mM と増加することが示された（表 1）。 
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3-5. 希土類元素のリコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）活性に対する影響 
3-2、3-3、3-4、3-5 において、La3+、Sc3+、Y3+が Ni2+刺激した bCN を阻害し、La3+に
ついては混合型阻害により bCN を阻害することが明らかとなった。また La3+、Y3+は
Mn2+刺激した bCN についてもホスファターゼ活性を阻害することが示された。ここ
ではランタンおよび希土類元素全般について、ヒトの細胞性免疫に対する影響を検討
する目的で、リコンビナントヒト CN（rhCN）を用いて検討を行った。 
図 12 に示すように RⅡリン酸化ペプチド（Asp-Leu-Asp-Val-Pro-IIe-Pro-Gly-Arg-Phe-
Asp-Arg-Arg-Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu）を基質として使用した酵素反応系に LaCl3 を添
加していくと CN のホスファターゼ活性は阻害され、100 µM の LaCl3 では活性がほぼ
0 になった。従って、La3+は Ni2+刺激した bCN、Mn2+刺激した bCN 同様に rhCN 活性
を阻害することが明らかとなった。また IC50 は、9.5 µM（95%CI 8.9 - 10.1 µM）であ
った（表 2）。 
次に希土類元素で La3+よりも原子量が小さい Sc3+、Y3+について ScCl3、YCl3を用い
て同様の検討を試みた。図 13 に示すように濃度に差があるものの Sc3+、Y3+ともに
La3+と同様に rhCN に対して阻害作用を認めた。また、はそれぞれ 3.3 µM（95%CI 2.8 
- 3.9 µM）、9.4 µM（95%CI 9.0 - 9.8 µM）であった（表 2）。次に希土類元素の中で 8 
種類のランタノイドを使用して、rhCN のホスファターゼ活性に対する阻害の影響を
検討した（図 14）。5 µM および 10 µM の塩化サマリウム（SmCl3）、塩化ユーロピウ
ム（EuCl3）、塩化テルビウム（TbCl3）、塩化ホルミウム（HoCl3）、塩化エルビウム（ErCl3）、
塩化ツリウム（TmCl3）、塩化イッテルビウム（YbCl3）、塩化ルテチウム（LuCl3）をそ
れぞれ使用して rhCN 活性を測定したところ、作用する濃度に差があるもの rhCN を
阻害することが明らかとなった。特に 10 µM では使用した 8 種類の希土類元素の中
で SmCl3 以外の 7 種類において CN 活性が有意に低下しており（図 14-B）、希土類元
素は rhCN のホスファターゼ活性を阻害することが予想された。 
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3-6. ランタンイオン（La3+）のリコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）活性阻
害のキネティクス解析  
次に希土類元素の rhCN 活性阻害のメカニズムを明らかとするために、La3+に着目
してキネティクス解析を行い検討した。LaCl3 なし（0 µM）、あるいは 10 µM でそれ
ぞれ一定の濃度に固定し、基質として使用した RⅡリン酸化ペプチドの濃度を変えて
（終濃度でそれぞれ 10 µM、15 µM、30 µM、90 µM、150 µM）、CN のホスファターゼ
活性を測定した。 
図 15 に示すように基質濃度（S）と反応速度（v）についてラインウイーバ―バーク
の二重逆数プロットを作成し、La3+の rhCN に対する阻害様式を検討したところ、LaCl3
なし（0 µM）とあり（10 µM）のそれぞれの直線はグラフの第 3 象限で交差、この結
果、La3+は Ni2+刺激した bCN 同様に rhCN においても混合阻害により活性を阻害する
ことが示された。これは La3+は rhCN 単独あるいは rhCN-RⅡリン酸化ペプチド複合体
の双方に異なる阻害定数 K’i でそれぞれ結合することを表しており、図 15 に示す直
線は第 3 象限で交差していることから、Ki < K’i であることが予想された。従って、
Ki、K’i を求めるために、Quotient velocity プロット解析 34,35） を行った。実際には、
基質である RⅡリン酸化ペプチドの濃度をそれぞれ 75 µM、150 µM で固定し、LaCl3
の濃度を変えて（終濃度でそれぞれ 2.5 µM、5.0 µM、7.5 µM、10 µM）CN 活性を測定
した。図 16 に示すように X 軸に LaCl3 の濃度、Y 軸に{（最大反応速度－反応速度）
/反応速度}の値をとり 2 本の直線が交差する点の座標（x、y）から Ki と K’i を次式①、
②により、求めた。 
  Ki = -x・・・① 
Ki/ K’i = -y・・・② 
結果、Ki が 7.0 µM、K’i が 10.2 µM であり、予想通り、K’i が Ki よりも大きい値と
なった（表 2）。ただし Ki、K’i ともに IC50 の 9.5 µM と近い値を示した。また Vmax は
10.0 nmol/60 min から La3+の添加によって、4.6 nmol/60 min と低下し、一方、Km は 55.6 
µM から 38.5 µM と減少することが示された（表 2）。 
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図 6 ランタンイオン（La3+）によるニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来カル
シニューリン（bCN）のホスファターゼ活性の阻害 
0.1 M HEPES-NaOH（pH7.5）、CaCl2（1 mM）、MgCl2（5 mM）の酵素反応溶液に
ウシ精巣由来 CaM （2.5 U）、bCN（1 U）、NiCl2 （0.2mM）をマイクロチューブに
添加した。これに任意濃度の LaCl3 を加え、終濃度で 3 mM pNPP を添加することによ
り反応を開始し、37℃で 60 分酵素反応を行った。Na2CO3（0.8 M）の添加で反応停止
させ、CN 活性は、生成した pNP を波長 410 nm の吸光度で測定することによって行っ
た。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
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図 7 スカンジウムイオン（Sc3+）によるニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来
カルシニューリン（bCN）のホスファターゼ活性の阻害 
ScCl3 を LaCl3の代わりに使い、図 6 と同様の方法で CN 活性を測定した。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
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図 8 イットリウムイオン（Y3+）によるニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来
カルシニューリン（bCN）のホスファターゼ活性の阻害 
YCl3を LaCl3 の代わりに使い、図 6 と同様の方法で CN 活性を測定した。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
 
 
 
22 
 
 
図 9 ランタンイオン（La3+）によるマンガンイオン（Mn2+）刺激したウシ脳由来カル
シニューリン（bCN）のホスファターゼ活性の阻害 
0.1 M HEPES-NaOH（pH7.5）、CaCl2（1 mM）、MgCl2（5 mM）の酵素反応溶液に
ウシ精巣由来 CaM （2.5 U）、bCN（1 U）、MnCl2（0.2mM）をマイクロチューブに
添加した。これに任意濃度の LaCl3 を加え、終濃度で 3 mM pNPP を添加することによ
り反応を開始し、37℃で 60 分酵素反応を行った。Na2CO3（0.8 M）の添加で反応停止
させ、CN 活性は、生成した pNP を波長 410 nm の吸光度で測定することによって行っ
た。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
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図 10 イットリウムイオン（Y3+）によるマンガンイオン（Mn2+）刺激したウシ脳由
来カルシニューリン（bCN）のホスファターゼ活性の阻害 
YCl3を LaCl3 の代わりに使い、図 9 と同様の方法で CN 活性を測定した。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
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図 11 ニッケルイオン（Ni2+）刺激したウシ脳由来カルシニューリン（bCN）活性に
対するランタンイオン（La3+）の阻害様式 
酵素反応溶液 0.1 M HEPES-NaOH（pH7.5）、CaCl2（1 mM）、MgCl2（5 mM）の酵
素反応溶液にウシ精巣由来 CaM （2.5 U）、bCN（1 U）、NiCl2（0.2mM）を添加した。
酵素反応液に終濃度で LaCl3 なし（0 µM）、7.0 µM あるいは 10 µM を添加して一定濃
度で固定し、基質である pNPP を終濃度でそれぞれ 0.33 mM、0.5 mM、1 mM、3 mM、
5 mM 添加して、37℃、60 分で反応させた。反応速度と基質濃度の逆数をプロットし、
阻害様式を求めた。 
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図 12 ランタンイオン（La3+）によるリコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）
のホスファターゼ活性の阻害 
酵素反応溶液 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、NaCl（100 mM）、CaCl2（0.5 mM）、MgCl2
（6 mM）、DTT（0.5 mM）、NP-40（0.025%） にそれぞれ rhCN（8 U/µL）と CaM（0.25 
µM）を添加したものを標準酵素反応液とした。これに任意の濃度の LaCl3 を加え、基
質として RⅡリン酸化ペプチドを加え、30℃で 60 分間酵素反応を行った。60 分後に
マラカイトグリーンを添加し、生成したリン酸を波長 620 nm の吸光度をマイクロプ
レートリーダーで測定し、CN の酵素活性を求めた。 
50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用して計算し
た。 
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図 13 リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）活性に対するランタンイオン
（La3+）、スカンジウムイオン（Sc3+）、イットリウムイオン（Y3+）の影響 
酵素反応溶液 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、NaCl（100 mM）、CaCl2（0.5 mM）、MgCl2
（6 mM）、DTT（0.5 mM）、NP-40（0.025%） にそれぞれ rhCN（8 U/µL）と CaM（0.25 
µM）を添加したものを標準酵素反応液とした。これに任意の濃度の LaCl3 、ScCl3、
YCl3 を加え、基質として RⅡリン酸化ペプチドを加え、30℃で 60 分間酵素反応を行
った。60 分後にマラカイトグリーンを添加し、生成したリン酸を波長 620 nm の吸光
度をマイクロプレートリーダーで測定し、CN の酵素活性を求めた。 
:LaCl3、 :ScCl3、 :YCl3 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p<0.01）を検定
した。  
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図 14 リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）のホスファターゼ活性に対する
希土類元素の影響 （A）5 μM、（B）10 μM 
酵素反応溶液 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、NaCl（100 mM）、CaCl2（0.5 mM）、MgCl2
（6 mM）、DTT（0.5 mM）、NP-40（0.025%） にそれぞれ rhCN（8 U/µL）と CaM（0.25 
µM）を添加したものを標準酵素反応液とした。これに任意の濃度の ScCl3、YCl3、LaCl3、
SmCl3、EuCl3、TbCl3、HoCl3、ErCl3、TmCl3、YbCl3、LuCl3 を加え、基質として RⅡリ
ン酸化ペプチドを加え、30℃で 60 分間酵素反応を行った。60 分後にマラカイトグリ
ーンを添加し、生成したリン酸を波長 620 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー
で測定し、CN の酵素活性を求めた。 
Sc:塩化スカンジウム、Y:塩化イットリウム、La:塩化ランタン、Eu:塩化ユウロピウ
ム、Tb:塩化テルビウム、Ho:塩化ホルミウム、Er:塩化エルビウム、Tm:塩化 
ツリウム、Yb:塩化イッテルビウム、Lu:塩化ルテチウム 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（* p <0.05、** p <0.01）
を検定した。 
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図 15 リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）のホスファターゼ活性に対する
ランタンイオン（La3+）の阻害様式 
酵素反応溶液 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、NaCl（100 mM）、CaCl2（0.5 mM）、MgCl2
（6 mM）、DTT（0.5 mM）、NP-40（0.025%） にそれぞれ rhCN（8 U/µL）と CaM（0.25 
µM）を添加したものを標準酵素反応液とした。標準酵素反応液に終濃度で LaCl3 なし
（0 µM）あるいは 10 µM を添加して一定濃度で固定し、さらに，基質である RⅡリン
酸化ペプチドをそれぞれ 10 µM、15 µM、30 µM、90 µM、150 µM でそれぞれ添加して
30℃で 60 分間反応させた。反応速度と基質濃度の逆数をプロットし、阻害様式を求
めた。 
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図 16  Quotient velocity プロット解析による阻害定数 Ki と K’i 
酵素反応溶液 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、NaCl（100 mM）、CaCl2（0.5 mM）、MgCl2
（6 mM）、DTT（0.5 mM）、NP-40（0.025%） にそれぞれ rhCN（8 U/µL）と CaM（0.25 
µM）を添加したものを標準酵素反応液とした。標準酵素反応液に終濃度で RⅡリン酸
化ペプチドをそれぞれ 75 µM、150 µM 添加して一定濃度で固定し、さらに任意の濃
度の LaCl3 をそれぞれ加え、30℃で 60 分間反応させた。LaCl3 の濃度と（V－v）/v
（V：最大反応速度、v：LaCl3 存在下でのそれぞれの反応速度）をプロットし、Ki を
求めた。 
2 本の直線が交差する点の座標（x、y）から次式①、②により、Ki と K’i を求めた。 
Ki = -x・・・① Ki/ K’i = -y・・・② 
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表 1 pNPP を基質として使用したときのウシ脳由来カルシニューリン（bCN）に対す
る各種 50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）、最大反応速度（Vmax）、ミカエ
リス定数（Km）の概要 
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表 2 リン酸化ペプチドを基質として使用したときのリコンビナントヒトカルシニュ
ーリン（rhCN）に対する各種 50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）、最大反応
速度（Vmax）、ミカエリス定数（Km）、阻害定数（Ki）の概要 
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4. 考察 
カルシニューリン（CN）はホスホプロテインホスファターゼの一種で、プロテイン
ホスファターゼ 2B（PP2B）とも呼ばれ、カルシウムイオン（Ca2+）/カルモジュリン
（CaM）によって制御される唯一のセリン/トレオニンホスファターゼである。CN は、
酵母から高等動物までの生物の全ての細胞に存在する酵素であるが、特に高等動物で
は細胞性免疫に関わる細胞内情報伝達系において重要な役割を果たしていることが知
られている。CN は T 細胞において、転写調節因子であるリン酸化型 Nuclear factor of 
activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1（リン酸化型 NFATc1）の脱リン酸
化反応を触媒し、インターロイキン-2（IL-2）mRNA の発現を制御していることから、
免疫抑制剤の標的酵素となっている。免疫抑制剤として臨床で使用されているタクロ
リムス（FK506）やシクロスポリンはそれぞれ FK506 結合タンパク質（FKBP）やシク
ロフィリンといったイムノフィリンを介して間接的に CN を阻害することにより作用
を発揮する。しかしながら、FK506 やシクロスポリンはイムノフィリンを介して間接
的に CN を阻害するので、腎障害や発癌などの副作用の問題が生じる（図 5）。従って、
CN 活性を直接阻害する化合物は副作用の少ない免疫抑制剤として作用する可能性が
期待される。細胞内の CN は、Ca2+や CaM およびその他の因子によって活性が調節
されていると考えられるが、in vitro では、ニッケルイオン（Ni2+）やマンガンイオン
（Mn2+）のような二価重金属で活性化（刺激）されることが明らかとなっている  41-43）。
また、先行研究では、生理的濃度の亜鉛イオン（Zn2+）が Ni2+との競合阻害により CN 
活性を阻害すること 44）、Mn2+が Ni2+刺激した CN 活性を不競合的に阻害すること 45）、
更にバナジウム（オルトバナジン酸、メタバナジン酸、バナジル）が Ni2+ 刺激した CN
活性を二段階に阻害することをウシ脳由来の CN（bCN）と人工基質として p- ニトロ
フェニルリン酸（pNPP）を使用した研究で報告されている 46,47）。またリコンビナント
ヒト CN（rhCN）と RⅡリン酸化ペプチドを基質として用いた先行研究では、Zn2+はホ
スファターゼ活性を阻害したが、オルトバナジン酸、メタバナジン酸、バナジルでは
rhCN 活性に変化を認めなかった 48）。従って、由来が異なると同じ CN でも阻害剤に
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対する活性変化が異なる場合があると推定された。 
本研究では La3+を中心として希土類元素に着目し、細胞性免疫に対する影響を検討
する目的で、bCN と rhCN の 2 種類の CN を使用した酵素レベルで詳細な検討を行っ
た。bCN について、La3+は、Ni2+刺激および Mn2+刺激した CN 活性をそれぞれ 50％阻
害濃度（IC50）6.7 µM、1.7 µM で阻害することが示された（図 6、図 9）。また Sc3+、
Y3+は Ni2+刺激した CN 活性を二段階に阻害することが明らかとなり、IC50は Sc3+で 3.9 
µM、Y3+で 22.7 µM であった（図 7、図 8）。また Y3+は、Mn2+刺激した bCN について
も活性を一旦活性化した後に阻害し、IC50は 272.2 µM であった（図 10）。La3+ 、Sc3+、
Y3+の IC50 の相違や Sc3+と Y3+の[阻害剤濃度-反応速度]曲線の相違については、これら
の希土類元素と La3+の CN への結合性や結合部位がそれぞれ異なるためと考えられる。
今後、CNA や CNB についてそれぞれのタンパク質の一部のリコンビナント体を作成
して希土類元素との結合実験を行い、結合部位を同定するなどの詳細な検討を行う必
要があると思われる。 
rhCN では La3+の IC50 は 9.5 µM であり、Ni2+刺激した bCN の 6.7 µM とほぼ同じ値
を示した（図 12）。Sc3+、Y3+も La3+と同様に rhCN に対して有意な阻害作用を認めた。
（図 13）また IC50 は Sc3+で 3.3 µM、Y3+で 9.4 µM であった。次に 8 種類の希土類元
素（塩化サマリウム（SmCl3）、塩化ユーロピウム（EuCl3）、塩化テルビウム（TbCl3）、
塩化ホルミウム（HoCl3）、塩化エルビウム（ErCl3）、塩化ツリウム（TmCl3）、塩化イ
ッテルビウム（YbCl3）、塩化ルテチウム（LuCl3））5 µM、10 µM をそれぞれ使用して
rhCN に対する阻害作用を検討したところ、SmCl3 以外は 10 µM で有意にホスファタ
ーゼ活性が阻害されることが示された（図 14）。従って、これらの結果から希土類元
素全般において、程度に差があるものの rhCN を阻害することが予想された。これを
確認するために、残りの 6 種類の希土類元素について阻害作用の検討を行うとともに、
それぞれの希土類元素の rhCN に対する最大反応速度 Vmax やミカエリス定数 Km を
求めるなどして、阻害様式の違いを検討する必要があると思われる。またキネティク
ス解析から La3+は Ni2+刺激した bCN と rhCN を混合阻害で阻害することが示された
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（図 11、図 15）。Quotient velocity プロット解析 39,40） から rhCN に対す La3+の阻害
定数を求めたところ、rhCN に対する Ki は 7.0 µM、rhCN-RⅡリン酸化ペプチド複合体
に対する K’i は 10.2 µM であった（図 16）。Ki と K’i は、IC50 の 9.5 µM と近い値を
示した。 
CN は、先述したように in vitro において多様な金属元素において活性調節を受け
ることが示されているが、bCN と rhCN の結果は必ずしも一致するわけではない 48）。
CNA のアミノ酸配列はヒトとウシで 97.1%、CNB ではヒトとウシで 99.4%の相同性を
示し 49,50）、両者で非常に似た構造を示しているが、本実験で使用した bCN はウシ脳か
ら精製されたネイティブな酵素であり、活性発現のためには，Ni2+または Mn2+による
活性化（刺激）が必要であり、また、人工基質である pNPP が良い基質になっている。
一方，rhCN はヒト酵素であり、基質として RⅡリン酸化ペプチドを使用しているが、
大腸菌から発現させた酵素である。ネイティブ CN はミリストイル化されている酵素
であるが、大腸菌から発現させたリコンビナント CN は，ミリストイル化の有無によ
り酵素の性状が異なるという報告もある  51）。本実験で使用した rhCN はミリストイル
化されている酵素であり、本研究から得られた結果はネイティブ酵素の結果を反映し
ている可能性が高いものと考えられる。本検討から希土類元素は bCN や rhCN のホス
ファターゼ活性を阻害することが示され、細胞性免疫に影響を与える可能性が示唆さ
れた。第二章ではヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞を用いて、希土類元素の細胞性免疫に対
する検討を細胞レベルで行った。  
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5. 結論 
免疫抑制剤探索の基盤として、免疫抑制剤の標的酵素である CN のホスファターゼ
活性に対する影響を、La をはじめとする希土類元素を使用して in vitro で検討を行っ
た。実験に用いた La3+、Sc3+、Y3+の 3 種類の希土類元素が bCN 活性を阻害した。ま
た、キネティクス解析より、La3+は混合阻害で bCNを阻害することが明らかとなった。
また、作用濃度に差があるものの La3+をはじめとした Sc3+、Y3+、Sm3+、Eu3+、Tb3+、
Ho3+、Er3+、Tm3+、Yb3+、Lu3+の実験に用いた 11 種類の希土類元素が、rhCN 活性を阻
害し、La3+は、bCN の時と同様に混合阻害によりホスファターゼ活性を阻害すること
が示された。これらのことから、希土類元素による細胞性免疫低下作用が酵素レベル
で示唆された。 
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第二章 
 
 
Jurkat 細胞の IL-2 産生に対する 
ランタンイオン（La3+）の影響 
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1. 緒言 
Jurkat 細胞は、急性リンパ芽球性白血病患者末梢血由来のヒト T 細胞株であり、イ
ンターロイキン-2（IL-2）産生細胞として知られている 52,53）。Jurkat 細胞はレクチン
（コンカナバリン A（ConA）、フィトヘマグルチニン（PHA））、抗 CD3 抗体、ホルボ
ールエステル（PMA）とイオノマシン（IM）などの刺激によって IL-2 を産生するの
で、細胞性免疫における免疫応答、免疫制御などの研究において広く使用される細胞
であり、特に細胞性免疫抑制効果を検討する上で用いられている。Jurkat 細胞を使用
した細胞性免疫抑制に関する最近の研究では、抗不整脈薬として使用されているアミ
オダロン 54）、ウリ科の植物に含まれるステロイドの一種であるククルビタシン E 55）、
ラブダンジテルペンの一つであるアンドログラホリド 56）、モノテルペン誘導体のチモ
ールとカルバクロール 57）がそれぞれ PMA と IM で刺激した Jurkat 細胞の IL-2 産生を
抑制することが報告されている。またイソキノリンアルカロイドの一つであるベルベ
リンは Jurkat 細胞が PHA 刺激によって産生した IL-2 を抑制すること 58）、ガラクトー
スとガラクトサミンの二糖であるメルビオサミン 59）が、ConA 刺激した Jurkat 細胞の
IL-2 産生を抑制することが報告されている。また微量元素の一つである亜鉛イオン
（Zn2+）は Jurkat 細胞が ConA 誘導性に産生する IL-2 を、抑制することが明らかとさ
れている 60）。 
第一章では免疫抑制剤タクロリムス（FK506）やシクロスポリンの標的酵素であり、
T 細胞の IL-2 産生を増加させ細胞性免疫を高めるカルシニューリン（CN）の活性をラ
ンタンイオン（La3+）が直接阻害することをウシ脳由来 CN（bCN）、リコンビナント
ヒト CN（rhCN）を使用して明らかとしてきた。またキネティクス解析により、この
La3+の阻害様式は混合阻害であることを示してきた。さらに rhCN を用いて、多くの希
土類元素が CN のホスファターゼ活性を阻害することを明らかとしてきた。第二章で
は La3＋をはじめ希土類元素の細胞性免疫に対する影響を細胞レベルで検討するため、
Jurkat 細胞が ConA 誘導性に産生する IL-2 タンパク質を指標に検討を行った。 
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2. 試料および方法  
2-1. 試料および試薬  
Human IL-2 ELISA KIT II は BD Biosciences 社から、Jurkat 細胞は DS ファーマバイ
オメディカル社から購入した。富士フィルム 和光純薬社から、RPMI 1640、コンカナ
バリン A（ConA）、塩化イットリウム（YCl3）、塩化スカンジウム（ScCl3）、塩化ラン
タン（LaCl3）、塩化セリウム（CeCl3）、塩化サマリウム（SmCl3）、塩化ユーロピウム
（EuCl3）、塩化イッテルビウム（YbCl3）、塩化ルテチウム（LuCl3）をそれぞれ購入し
使用した。 
ATP 測定用の CellTiter-Glo®Luminescent Cell Viability Assay は Promega 社から、ウ
シ胎児血清（FCS）は Thermo Fisher Scientific 社から、ストレプトマイシン-ペニシリ
ン、トリパンブルーは SIGMA 社からそれぞれ購入し使用した。 
 
2-2. 実験方法  
2-2-1. Jurkat 細胞の培養  
 Jurkat 細胞培養用の培地として、10 v/v%の FCS と 0.1 mg/mL のストレプトマイシ
ン、100 U/mL のペニシリンを含む RPMI 1640 を使用した。また、FCS は 56℃、30 分
で非働化したものを用いた。Jurkat 細胞の培養は、37℃、5% CO2 の条件下で培養を行
った。 
 
2-2-2．Jurkat 細胞の形態観察  
Jurkat 細胞を 1×106 個/mL の細胞密度に調製し 37℃、30 分で前培養した。その後、
LaCl3 を任意濃度で添加し、37℃、30 分で培養した後、刺激剤無添加、あるいは刺激
剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して 24 時間培養を行った 53)。 
 細胞の形態観察は、オールインワン顕微鏡（KEYENCE 社 BZ-X710）を用いて行
った。 
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2-2-3. Jurkat 細胞の生存率測定  
Jurkat 細胞を 1×106 個/mL の細胞密度に調製し 37℃、30 分で前培養した。その後、
LaCl3 を任意濃度で添加し、37℃、30 分で培養した後、刺激剤無添加、あるいは刺激
剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して 24 時間培養を行った。その後、0.4％ト
リパンブルーと細胞培養液を同等量で混ぜ、血球計算盤を用いてブルーに染色された
死細胞と染色されなかった生細胞をカウントすることにより生存率を求めた。 
 
2-2-4. Jurkat 細胞の ATP 測定 
 細胞の内在性の ATP を定量することで生存する細胞数を測定する目的で、ホタル由
来のルシフェリンと組換えルシフェラーゼを用いた、 Promega 社の CellTiter-
Glo®Luminescent Cell Viability Assay を使用した。測定は、キット付属のプロトコール
に従って行った。初めに 2×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30
分で前培養を行った後、LaCl3を任意濃度で添加し、刺激剤無添加、あるいは刺激剤と
して ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して、更に 24 時間培養を行った。 
 キット粉末の Cell Titer-Glo Substrate を 10 ml の Titer-Glo Buffer で 1 分以内にボルテ
ックスミキサーでよく撹拌をして溶解し、溶解後の試薬を細胞培養液と等量添加した。
10 分間、室温でシェーカーを使用しインキュベーションした後、サンプル 160 µL を
黒色の 96 穴シャーレに移し、マイクロプレート型ルミノメータ（ATTO AB-
2350PHELIOS）を用いて光量を測定した。 
 
2-2-5. Jurkat 細胞が産生する IL-2 タンパク質の測定  
5×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30 分で前培養を行った後、
YCl3、ScCl3、LaCl3、CeCl3、SmCl3、EuCl3、YbCl3、LuCl3 をそれぞれ任意濃度で添加
し、刺激剤無添加、あるいは刺激剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して、24 時
間培養を行った。260 g、2 分の遠心分離によって培養上清を回収し、測定用の試料と
した。回収した試料を測定まで保存しておく場合は、マイナス 30℃のフリーザーに保
40 
 
存した。 
IL-2 の測定は、BD Biosciences 社の Human IL-2 ELISA KIT II を使用し、キット付属
のプロトコールに従って行った。実際には抗ヒト IL-2 モノクローナル抗体でプレコー
トされた 96 穴シャーレの各ウェルに ELISA 溶液を添加した。さらにサンプルあるい
は IL-2 タンパク質標準液（500 pg/mL、250 pg/mL、125 pg/mL、62.5 pg/mL、31.3 pg/mL、
15.6 pg/mL、7.8 pg/mL）100 µL をウェルに加え、2 時間インキュベーションを行った。
その後、ヒト IL-2 に対するビオチン化抗体とホースラディッシュペルオキシダーゼを
結合したストレプトアビジンを添加し、1 時間インキュベーションを行った。基質で
ある 3,3',5,5'-テトラメチルベンジジン（TMB）を添加して発色を行い、IL-2 タンパク
質を 2 波長 450 nm/570 nm の吸光度測定（CORONA ELECTRIC SH-1000Lab）を行うこ
とにより定量化した。 
 
2-2-6. 統計処理  
得られた結果は、Dunnett 検定（Excel 2016:Microsoft Corporation）で解析を行い、酵
素活性阻害実験で得られた 50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は、GraphPad 
Prism 8 （GraphPad Software）を用いて非線形回帰による分析で求めた。 
有意水準は p < 0.05 または p < 0.01 とした。 
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3. 結果 
第一章では、免疫抑制剤の標的酵素であり、細胞性免疫を高める効果のあるカルシ
ニューリン（CN）をランタンイオン（La3+）が混合阻害することを示した。さらに希
土類元素全般においてリコンビナントヒト CN（rhCN）活性を阻害することを明らか
とした。第二章では La3＋をはじめ希土類元素の細胞性免疫に対する影響を検討するた
め、コンカナバリン A（ConA）誘導性にヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞が産生するイン
ターロイキン-2（IL-2）タンパク質を指標に検討を行った。 
 
3-1. ランタンイオン（La3+）の Jurkat 細胞に対する毒性作用の検討  
 最初に La3+の Jurkat 細胞に対する毒性作用をトリパンブルー染色、細胞内の ATP 測
定により検討し、オールインワン顕微鏡（KEYENCE 社 BZ-X710）で細胞の形態観
察を行った。 
 
3-1-1. Jurkat 細胞の形態観察  
Jurkat 細胞に対し、塩化ランタン（LaCl3）をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1.0 
mM 、3.0 mM 、10 mM 培地に添加し、インターロイキン-2（IL-2）誘導試薬 ConA を
無添加あるいは添加し 24 時間培養を行った後、光学顕微鏡で細胞の形態観察を行っ
た（図 17、18）。その結果、ConA 無添加では、3 mM までの LaCl3 では、アポトーシ
スやネクローシスのような形態変化を認めなかった。しかし、10 mM の LaCl3 では、
細胞が破壊されている様子が観察された（図 17）。ConA 添加では細胞が凝集する傾向
を示したが、ConA 無添加と同様に細胞は 3 mM までの LaCl3では、アポトーシスやネ
クローシスのような形態変化は認めなかった。しかし 10 mM の LaCl3 では、細胞が破
壊されている様子が観察された（図 18）。従って、10 mM の LaCl3 では毒性作用を示
すことが示された。 
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3-1-2. トリパンブルー染色による Jurkat 細胞の生存率測定  
ConA（25 µg/mL）を無添加あるいは添加した Jurkat 細胞に対し、LaCl3 をそれぞれ
0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1.0 mM 、3.0 mM 、10 mM 培地に添加し、24 時間培養を行
った後、トリパンブルー染色を行い細胞の生存率を検討した（図 19）。その結果、ConA
の添加、無添加に関わらず、3 mM の LaCl3 で細胞の生存率はほぼ 100％であった。一
方 10 mM の LaCl3 では、細胞の生存率が 40％前後に低下し、この濃度では毒性作用を
示すことが判明した。 
 
3-1-3. Jurkat 細胞内の ATP 測定  
ATP は微生物、植物、動物すべての生物の細胞内に存在する高エネルギー物質であ
る。そのため、T 細胞が産生する ATP は細胞数を表す指標となる。ConA（25 µg/mL）
を無添加あるいは添加した Jurkat 細胞に対し、LaCl3 をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 
mM、1.0 mM 、3.0 mM 、10 mM 培地に添加し、24 時間培養を行った後、細胞内の ATP
を Promega 社の CellTiter-Glo®Luminescent Cell Viability Assay を使用して測定した。そ
の結果、ConA の添加、無添加に関わらず、細胞は 3 mM の LaCl3 でも ATP 産生に影
響をあたえなかった。しかし、10 mM の LaCl3 では、細胞内の ATP が 10 数％に低下
し、細胞数に影響を与えることが判明した（図 20）。 
 
3-2. ランタンイオン（La3＋）、スカンジウムイオン（Sc3＋），イットリウムイオン（Y3
＋）の ConA 刺激した Jurkat 細胞のインターロイキン-2（IL-2）産生に対する影響 
 毒性のない濃度の範囲（3 mM）で LaCl3による Jurkat 細胞の IL-2 タンパク質 産生
に対する影響を検討した（図 21）。培地にマイトジェンとして使用した ConA を添加
しないと Jurkat 細胞から IL-2 産生は認めず、また LaCl3を加えても IL-2 産生を認めな
かった。しかし、LaCl3を加えても IL-2 産生を認めなかった。しかし、培地に ConA を
添加すると IL-2 産生を認め、これに LaCl3 を添加していくと 0.1 mM の LaCl3 から細
胞が産生する IL-2 の有意な低下が認められ、3 mM の LaCl3 では IL-2 産生をほぼ抑
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制することが示された（図 21）。従って、LaCl3 には毒性のない濃度で Jurkat 細胞が
ConA 誘導性に産生する IL-2 を抑制する働きがあることが示された。これは La3＋が細
胞レベルで細胞性免疫を低下させる可能性があることを示唆する結果であると考えら
れる。次に La3＋よりも原子量が小さい希土類元素であるスカンジウムイオン（Sc3＋）、
イットリウムイオン（Y3＋）について同様の検討を試みた（図 22）。Sc3+、Y3+も単独で
培地に添加しても Jurkat 細胞からの IL-2 産生を認めず、ConA 誘導性の IL-2 を抑制す
ることが明らかとなった。また La3＋、Sc3＋、Y3＋の 50%阻害濃度（IC50）はそれぞれ
0.30 mM（95%信頼区間（95%CI）0.21 – 0.40 mM）、0.36 mM（95%CI 0.18 – 0.62 mM）、
0.23 mM（95%CI 0.12 – 0.37 mM）であった。 
 
3-3. 希土類元素の ConA 刺激した Jurkat 細胞のインターロイキン-2（IL-2）産生に対
する影響  
図 22、表 1 に示すように作用する濃度に差があるものの La3＋、Sc3＋、Y3＋ともに
Jurkat 細胞の IL-2 産生の低下を認めた。この結果から希土類元素全般において、Jurkat 
細胞の IL-2 産生を抑制する働きがあることが推測された。従って、5 種類のランタノ
イド（塩化セリウム（CeCl3）、塩化サマリウム（SmCl3）、塩化ユーロピウム（EuCl3）、
塩化イッテルビウム（YbCl3）、塩化ルテチウム（LuCl3））を使用して Jurkat 細胞の IL-
2 産生への影響を検討した。図 23A は各ランタノイドの添加量 0.5 mM、図 23B は 1 
mM における結果をそれぞれ示す。0.5 mM および 1 mM ともに今回検討したランタ
ノイド全てにおいて ConA 添加のコントロールと比較して、有意に IL-2 産生が低下
することが示された。 
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図 17 Jurkat 細胞の細胞形態に対するランタンイオン（La3+）の影響  
塩化ランタン（LaCl3）をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1.0 mM 、3.0 mM 、10 
mM 培地に添加し、ConA を無添加で 24 時間培養を行った後、光学顕微鏡で細胞の形
態観察を行った。 
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図 18 コンカナバリン A（ConA）（25 µg/mL）添加時における Jurkat 細胞の細胞形態
に対するランタンイオン（La3+）の影響 
塩化ランタン（LaCl3）をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1.0 mM 、3.0 mM 、10 
mM 培地に添加した後、ConA を 25 µg/mL 加え 、24 時間培養を行った。培養後、光
学顕微鏡で細胞の形態観察を行った。 
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図 19  トリパンブルー染色による Jurkat 細胞の細胞生存率に対するランタンイオン
（La3+）
 
の影響 
Jurkat 細胞を 1×106 個/mL の細胞密度に調製し 37℃、30 分で前培養した。その後、
LaCl3 を任意濃度で添加し、37℃、30 分で培養した後、刺激剤無添加（A）、あるいは
刺激剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加（B）して 24 時間培養を行った。0.4％
トリパンブルーで染色を行い、血球計算盤を用いてブルーに染色された死細胞と染色
されなかった生細胞をカウントすることにより細胞の生存率を求めた。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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図 20  ATP 測定による Jurkat 細胞の細胞生存率に対するランタンイオン（La3+）
 
の
影響  
2×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30 分で前培養を行った後、
LaCl3 を任意濃度で添加し、刺激剤無添加（A）、あるいは刺激剤として ConA を終濃度
で 25 µg/mL 添加（B）して、更に 24 時間培養を行った。細胞内の ATP 測定は、Promega
社の CellTiter-Glo®Luminescent Cell Viability Assay を使用し、キット付属のプロトコー
ルに従って行った。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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図 21 Jurkat 細胞のコンカナバリン A（ConA）誘導性の IL-2 産生に対するランタン
イオン（La3+）の影響 
5×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30 分で前培養を行った後、
LaCl3 をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1 mM、3 mM の濃度になるように添加し、
刺激剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して、24 時間培養を行った。培養上清
の IL-2 の測定は、BD Biosciences 社の Human IL-2 ELISA KIT II を使用し、キット付属
のプロトコールに従って行った。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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図 22 Jurkat 細胞の IL-2 産生に対するランタンイオン（La3+）、スカンジウムイオン
（Sc3+）、イットリウムイオン（Y3+）の影響 
5×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30 分で前培養を行った後、
LaCl3 、ScCl3、YCl3 をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、0.3 mM、1 mM、3 mM の濃度になる
ように添加し、刺激剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して、24 時間培養を行
った。培養上清の IL-2 の測定は、BD Biosciences 社の Human IL-2 ELISA KIT II を使用
し、キット付属のプロトコールに従って行った。 
:LaCl3、 :ScCl3、 :YCl3 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（* p <0.05、** p <0.01）
を検定し、50%阻害濃度（IC50）、95%信頼区間（95%CI）は GraphPad Prism 8 を使用し
て計算した。 
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図 23  Jurkat 細胞の IL-2 産生に対する希土類元素の影響 （A）0.5 mM、（B）1 mM 
5×105 個/mL の細胞密度に調製した Jurkat 細胞を 37℃、30 分で前培養を行った後、
YCl3、ScCl3、LaCl3、CeCl3、SmCl3、EuCl3、YbCl3、LuCl3をそれぞれ 0.5 mM、1.0 mM
の濃度になるように添加し、刺激剤として ConA を終濃度で 25 µg/mL 添加して、24 時
間培養を行った。培養上清の IL-2 の測定は、BD Biosciences 社の Human IL-2 ELISA 
KIT II を使用し、キット付属のプロトコールに従って行った。 
Sc:塩化スカンジウム、Y:塩化イットリウム、La:塩化ランタン、Ce:セ塩化セリウム、
Sm:塩化サマリウム、Eu:塩化ユウロピウム、Yb: 塩化イッテルビウム、Lu: 塩化ルテ
チウム 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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4. 考察 
インターロイキン-2（IL-2）は、ヘルパーT 細胞である Th1 細胞から産生されるサイ
トカインの一つであり、キラーT 細胞を分化・増殖させる働きを持つことから、細胞
性免疫の免疫応答の指標となっている 61)。Jurkat 細胞、MOLT-4 細胞、Hut-78 細胞は
急性リンパ芽球性白血病患者末梢血由来のヒト T 細胞株であり 52,53,62,63）、コンカナバ
リン A（ConA）、フィトヘマグルチニン（PHA）などのマイトジェンによる刺激によ
って IL-2 を産生するので、細胞性免疫における免疫応答、免疫制御などの研究におい
て広く使用されている 64,65,66）。従って、本章では Jurkat 細胞を使用し、細胞が ConA
誘導性に産生する IL-2 に対する影響について、種々の希土類元素を用いて検討を行っ
た。 
細胞毒性を認めないランタンイオン（La3+）の濃度で Jurkat 細胞の IL-2 産生低下を
認め（図 21）、La3+よりも原子量が小さいスカンジウムイオン（Sc3+）、イットリウム
イオン（Y3+）においても同様の結果が得られた（図 22）。また 50%阻害濃度は La3+で
0.30 mM（95%信頼区間（95%CI）0.21-0.40 mM）、Sc3+で 0.36 mM（95%CI  0.18-0.62 
mM）、Y3+で 0.23 mM（95%CI 0.12-0.37 mM）であり、希土類元素の種類によって IL-
2 産生抑制への影響が異なることが示唆された。これを確認するため、希土類元素 5
種類（セリウムイオン：Ce3+、サマリウムイオン：Sm3+、ユーロピウムイオン：Eu3+、
イッテルビウムイオン：Yb3+、ルテチウムイオン：Lu3+）を用いて、0.5 mM、1 mM で
それぞれ検討を行ったところ、作用する濃度に差があるものの細胞が ConA 誘導性に
産生する IL-2 を抑制することが明らかとなった（図 23）。また今回、実験で使用した
希土類元素の中で Ce3+の抑制効果が大きいことが判明した。以上のように図 22 と図
23 の結果から希土類元素全般において、Jurkat 細胞が産生する IL-2 を抑制させる作
用があることが推定されたが、これを確認するために、安定同位体として存在する残
りの希土類元素を使用して検討を行う必要があると思われる。 
本章では、希土類元素が細胞レベルで細胞性免疫を抑制させる可能性があることを
示した。緒言において述べたように、T 細胞における IL-2 mRNA の発現は 3 つの転写
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調節因子（NFATc1、NFκB、AP-1）によって規定されているが 25）、Jurkat 細胞を使用
した先行研究では、細胞の IL-2 産生を抑制させる作用のある化合物は、そのメカニズ
ムとして NFATc1、NFκB、AP-1の何れかの転写活性を抑制することにより、IL-2 mRNA
の発現を抑制すると報告している 55-60）。これら先行研究と第一章、第二章の結果から
希土類元素は、CN を阻害することにより NFATc1 の転写活性を抑え、IL-2 mRNA の
発現を抑制し、細胞の IL-2 タンパク質産生を抑制すると推測できる。これを検討する
ため、第三章では Jurkat 細胞の IL-2 mRNA の発現と NFATc1、NFκB、AP-1 の転写活
性に対する検討を、希土類元素の中でも La3+に焦点を絞り行った。 
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5. 結論 
ヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞が産生する IL-2 を指標に細胞レベルで細胞性免疫に対
する希土類元素の影響について検討を行った。その結果、作用濃度に差があるものの
La3+をはじめとした Sc3+、Y3+、Ce3+、Sm3+、Em3+、Yb3+、Lu3+の実験に用いた含む 8 種
類の希土類元素は、細胞が ConA 誘導性に産生する IL-2 を減少させることが明らかと
なった。従って、希土類元素の細胞性免疫を低下作用が細胞レベルで示唆された。 
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第三章 
 
 
Jurkat 細胞の核内転写調節因子に対する 
ランタンイオン（La3+）の影響 
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1. 緒言 
第一章ではランタンイオン（La3+）をはじめ数種類の希土類元素が in vitro において
免疫抑制剤タクロリムス（FK506）やシクロスポリンの標的酵素であるカルシニュー
リン（CN）のホスファターゼ活性を阻害することを明らかとし、キネティクス解析に
よりその阻害様式が混合阻害であることを示してきた。また第二章では、これらの希
土類元素はヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞が ConA 誘導性に産生するインターロイキン-2
（IL-2）タンパク質の発現を抑制することを明らかとしてきた。T 細胞における IL-2 
mRNA の発現は、CN 系を介した Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent 1（NFATc1）と IκB kinase（IKK）系を介した nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells（NFκB）および mitogen-activated protein kinase
（MAPK）系を介した activator protein-1（AP-1）の 3 つの転写調節因子が関与するこ
とが知られている（図 2）59,64）。この中で CN はリン酸化型 NFATc1 の脱リン酸化反応
を触媒することにより細胞質内の NFATc1 を核内に移行させ、IL-2 mRNA の発現量を
増加させることにより細胞性免疫を高めることが知られている（図 1）。第三章では、
細胞性免疫に対する La3+の作用機序を明らかとするために、最初に Jurkat 細胞を用い
てリアルタイム RT-PCR により IL-2 mRNA レベルでの検討を行い、次いで核内の 3 つ
の転写調節因子 NFATc1、AP-1、NFκB のそれぞれの DNA 結合活性に対する La3+の影
響を検討した。 
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2. 試料および方法  
2-1. 試料および試薬  
ACTIVE MOTIF 社からは、AP-1 （activator protein 1）タンパク質測定のため TransAM 
AP-1 c-Jun Activation Assay、NFATc1（nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent 1）タンパク質測定のため TransAM NFATc1 Activation Assay、NFκB
（nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells）タンパク質測定のため
TransAM NFκB p65 Activation Assay を購入し、Jurkat 細胞の核タンパク質を抽出するた
め、Nuclear Extract Kit を購入し使用した。 
Bio-Rad 社からは RC DC プロテインアッセイキット Ⅱ、DS ファーマバイオメディ
カル社からは Jurkat 細胞、富士フィルム 和光純薬社からは RPMI 1640、コンカナバ
リン A（ConA）、塩化ランタン（LaCl3）、メルカプトエタノール、99.5%エタノールを
それぞれ購入し使用した。また Nucleo Spin RNA は、MACHEREY NAGEL 社から購入
した。Roche 社からウシ血清アルブミン（BSA）、SIGMA 社からストレプトマイシン-
ペニシリン、Thermo Fisher Scientific 社からウシ胎児血清（FCS）、TAKARA 社からは
cDNA 合成試薬（Prime ScriptTM Master Mix）、リアルタイム PCR 用試薬（SYBR Premix 
Ex TaqTM Ⅱ）、リアルタイム PCR 用プライマーを購入した。  
 
2-2. 実験方法  
2-2-1. Jurkat 細胞からの全 RNA 抽出  
Jurkat 細胞を 5×105 個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養した。その後
LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは刺激
剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。全 RNA は NuceoSpin® 
RNA を用いてキット付属のプロトコールに従って行った。実際には、細胞を含む培養
液を培養シャーレから 15 mL 遠沈管へ移し、20℃、260 g、2 分間の遠心分離を行った。
次に、遠心分離で得られた沈査のみを、タッピングによりほぐし Lysis Buffer RA1 を
350 µL とメルカプトエタノール 3.5 µL を添加し細胞をホモジナイズした。さらに、
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NuceoSpin® Filter を Collection Tube にセットしホモジナイズした細胞ライセートを添
加し、20℃、11,000 g、1 分間の遠心分離を行った。 
遠心分離終了後、NuceoSpin® Filter を取り除き、濾過した細胞ライセートに 70％エ
タノールを加えよく混和した。また、新しく用意した NucleoSpin® RNA Column に、サ
ンプルを添加し、20℃、11,000 g、30 秒間の遠心分離を行った。次に、再度用意した
Collection Tube にカラムをセットし、Membrane Desalting Buffer（MDB）を 350 µL 添
加し 20℃、11,000 g、1 分間の遠心分離を行い、DNase reaction mixture を調製した。 
DNase reaction mixture は、 rDNase 溶液 10 µL と Reaction Buffer for rDNase 90 µL を
混和し調製した。DNase reaction mixture は、Collection Tube に 95 µL を添加して室温
で 15 分間インキュベートし、Wash Buffer RAW2 200 µL をカラムに添加後 20℃、11,000 
g、30 秒間にて遠心分離を行った。その後、新しい Collection Tube にカラムをセット
して Wash Buffer RAW3 700 µL を添加して 20℃、11,000 g、30 秒間にて遠心分離を行
った後、濾液を取り除いた。さらに、Wash Buffer RAW3 250 µL を添加して 20℃、11,000 
g、2 分間の遠心分離を行った。また、Collection Tube（1.5 mL 用）に遠心分離後のカ
ラムをセットし、RNase-free H2O を 60 µL 加えて 20℃、11,000 g、1 分間の遠心分離を
行った。ここで溶出した溶液を RNA 溶液とし、分光光度計を用い 260 nm の吸光度測
定により定量測定した。また、RNA は cDNA に使用するまで、マイナス 80℃のフリ
ーザーにて保管した。 
 
2-2-2. cDNA 合成  
TAKARA 社の Prime ScriptTM Master Mix のプロトコールに従って cDNA を合成し
た。2-2-1 で抽出した全 RNA を 500 ng/µL の濃度に調製し、マイクロチューブに 1 µL
添加した。さらに 5×Prime Script RT Master Mix を 2 µL 添加した後、全量が 10 µL に
なるように RNase Free dH2O を添加した。反応は、37℃、15 分間行い、5 秒間 85℃で
加熱することにより反応を停止した。合成した cDNA は使用するまでマイナス 30℃の
フリーザーに保存した。 
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2-2-3. リアルタイム RT-PCR 法  
TAKARA 社の SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱのプロトコールに従って、測定を行った。
1 サンプルあたりマイクロチューブに SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱを 12.5 µL、センス
プライマーとアンチセンスプライマーを最終濃度 0.4 µM になるように入れ、dH2O を
添加し全体量が 23 µL になるように mixture を調製した。 
PCR 測定用プレートに mixture を 23 µL、2-2-2 で合成した cDNA サンプルを 2 µL 添
加し、リアルタイム PCR 装置（TAKARA Thermal Cycler Dice Real Time System TP800）
で測定を行った。PCR 反応は、95℃で 30 秒の初期変性の後、95℃で 5 秒間、60℃で
30 秒間を 40 サイクルとし反応させた。 
IL-2 mRNA の発現量測定のために使用した、リアルタイム RT-PCR のセンスプライ
マーの配列は 5’-ACCCAGGGACTTAATCAGCAATA-3’、アンチセンスプライマーの配
列は 5’-GAAATTCTACAATGGTTGCTGTC-3 である 67）。また、ハウスキーピング遺伝
子として用いたグリセルアルデヒド 3－リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH） mRNA の
発 現 量 測 定 の た め に 行 っ た セ ン ス プ ラ イ マ ー の 配 列 は 5 ’ -
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3 ’、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 配 列 は 5 ’ -
TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’である 68）。 
 
2-2-4. 核タンパク質の抽出  
ACTIVE MOTIF 社の Nuclear Extract Kit のプロトコールに従って、Jurkat 細胞中の核
タンパク質の抽出を行った。 
Jurkat 細胞を 5×105個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養を行った。さら
に、LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは
刺激剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。 
3 時間培養後、細胞を含む培養液を培養シャーレから 15 mL 遠沈管へ移し、20℃、
260 g、2 分間の遠心分離を行った。遠心分離で得られた沈査のみを、タッピングによ
りほぐし PBS/Phosphatase Inhibitors を 5 mL 添加し、20℃、260 g、2 分間の遠心分離
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を行った。さらに、遠心分離で得られた沈査のみを、タッピングによりほぐした後に
1×Hypotonic Buffer を 500 µL 加え再懸濁させて 1.5 mL のマイクロチューブへと移し
て氷上で 15 分間インキュベーションした。その後キット付属の Detergent を 25 µL 添
加して 10 秒間ボルテックスミキサーで混和し、微量遠心機で 4℃、21,600 g、30 秒間
の遠心操作を行い、上清（細胞質分画）をマイクロチューブに分注しマイナス 80℃の
フリーザーに保管した。 
核分画を含む沈査については Complete Lysis Buffer（10 mM DTT 5 µL、Lysis Buffer 
AM1 44.5 µL、Protease Inhibitor Cocktail 0.5 µL）を 50 µL 加え再懸濁し、10 秒間ボル
テックスにより混和した。マイクロチューブをシェーカーに載せ、4℃で 30 分間の混
和を行った。さらにボルテックスにて混和し微量遠心機で 4℃、21,600 g、10 分間遠
心分離を行い、核分画である上清をマイクロチューブに分注した。抽出した核タンパ
ク質は、マイナス 80℃でフリーザーにて保管した。 
 
2-2-5. 核タンパク質の定量  
 Lowry 法を基準とした Bio-Rad 社の RC DC プロテインアッセイキット Ⅱを使用し、
2-2-4 で抽出した核タンパク質の測定を行った。 
標準タンパク質としてウシ血清アルブミン（BSA）を使用して、1.5 mg/mL の標準液
を作成し、さらにこれを用いて 1.0 mg/mL、0.5 mg/mL のタンパク質用液をそれぞれ 25 
µL 調製した。 
BSA の標準液または、サンプルに RCⅠ試薬を、125 µL 加えてボルテックスミキサ
ーにより混和し室温で 1 分間インキュベーション行った。さらに、RCⅡ試薬 125 µL
加えてボルテックスミキサーにてよく混和後、微量遠心機で 21,600 g、5 分間遠心分離
をし、上清を廃棄し水分がなくなるまで乾燥させた。その後 A 試薬に 1/50 容量の S 試
薬を加えた A’試薬を 127 µL 加えて室温で 5 分間インキュベーションし、B 試薬を 1 
mL 加えボルテックスミキサーにて混和させた。室温で 15 分間インキュベーション
し、分光光度計（AS ONE 社 ASV11D）を用いて 750 nm で吸光度を測定した。同時
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に、測定した BSA の標準液を元に検量線を作成し、タンパク質の定量を行った。 
 
2-2-6. 核内転写調節因子の DNA 結合活性の解析  
  ACTIVE MOTIF社の TransAM転写因子活性測定 ELISAを使用して、核内の NFATc1、
AP-1、NFκB をそれぞれ測定した。キットの特徴として 96 穴プレートにはそれぞれの
転写調節因子結合領域コンセンサス配列が固相化されており、ELISA 法での簡便な測
定が可能である（図 24）。 
 
2-2-6-1. NFATc1 
 ACTIVE MOTIF 社の TransAM NFATc1 Activation Assay を用いて NFATc1 の DNA 結
合活性の定量を行った。測定方法は、キット付属のプロトコールに従って行った。  
核タンパク質は 2-2-4 の方法で抽出したタンパク質を使用した。検量線作成のため
の Positive Control は Jurkat + PHA nuclear extract を Complete Lysis Buffer で希釈し、
NFATc1 を 0.5 µg/µL に調製した。これを更に 2 倍、4 倍に希釈し調製し検量線作成に
使用した。 
測定は、まず初めに、NFATc1 結合領域に対するコンセンサス配列（5’-AGGAAA-3’）
が固相化された 96 穴プレートの各ウェルに Binding Buffer AM1 を 40 µL ずつ添加し
た。次に、サンプル、Positive Control、ブランクとして Complete Lysis Buffer をそれぞ
れ 10 µL 添加した。プレートにシートカバーをしてシェーカーの上で撹拌しながら室 
温で 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗浄
し、Antibody Binding Buffer で 500 倍希釈した抗 NFATc1 抗体を 100 µL ずつ添加し 1 
時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗浄し、
Antibody Binding Buffer で 1,000 倍希釈した HRP で標識した抗マウス IgG 抗体を 100 
µL ずつ添加し 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で
4 回洗浄し、室温に戻しておいた Developing Solution を 100 µL ずつ添加し 5 分間か
ら 10 分間反応させた。反応後、Stop Solution を 100 µL 添加しマイクロプレートリー
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ダー（CORONA ELECTRIC SH-1000Lab）を用いて 2 波長 450 nm/655 nm での吸光度
測定を行い、検量線から核タンパク質中の NFATc1 量を求めた。これを 2-2-5 の方法で
測定した全核タンパク質量で補正することにより定量化を行った。 
 
2-2-6-2. AP-1 
ACTIVE MOTIF 社の TransAM AP-1 c-Jun Activation Assay を用いて AP-1 の DNA 結
合活性の定量を行った。測定方法は、キット付属のプロトコールに従って行った。 
核タンパク質は 2-2-4 の方法で抽出したタンパク質を使用した。検量線作成のため
の Positive Control は K-562 nuclear Extract （TPA）を Complete Lysis Buffer で希釈し、
NFATc1 を 0.25 µg/µL に調製した。これを更に 2 倍、4 倍に希釈し調製し検量線作成
に使用した。 
測定は、まず初めに、AP-1 結合領域に対するコンセンサス配列（5’-TGAGTCA-3’）
が固相化された 96 穴プレートの各ウェルに Binding Buffer AM1 を 30 µL ずつ添加し
た。次に、サンプル、Positive Control、ブランクとして Complete Lysis Buffer をそれぞ
れ 20 µL 添加した。プレートにシートカバーをしてシェーカーの上で撹拌しながら室
温で 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗浄
し、Antibody Binding Buffer で 1,000 倍希釈した抗リン酸化 c-Jun 抗体を 100 µL ずつ
添加し 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗
浄し、Antibody Binding Buffer で 1,000 倍希釈した HRP で標識した抗マウス IgG 抗体
を 100 µL ずつ添加し 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing 
Buffer で 4 回洗浄し、室温に戻しておいた Developing Solution を 100 µL ずつ添加し 2 
分間から 20 分間反応させた。反応後、Stop Solution を 100 µL 添加しマイクロプレー
トリーダー（CORONA ELECTRIC SH-1000Lab）を用いて 2 波長 450 nm/655 nm での
吸光度測定を行い、検量線から核タンパク質中の AP-1（c-Jun）量を求めた。これを 2-
2-5 の方法で測定した全核タンパク質量で補正することにより定量化を行った。 
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2-2-6-3. NFκB 
ACTIVE MOTIF 社の TransAM NFκB p65 Activation Assay を用いて NFκB の 
DNA 結合活性の定量を行った。測定方法は、キット付属のプロトコールに従って行
った。 
核タンパク質は 2-2-4 の方法で抽出したタンパク質を使用した。検量線作成のため
の Positive Control は Jurkat Nuclear Extract （TPA+Cl）を Complete Lysis Buffer で希釈
し、NFκB を 0.125 µg/µL に調製した。これを更に 2 倍、4 倍に希釈し調製し検量線作
成に使用した。 
測定は、まず初めに、NFκB 結合領域に対するコンセンサス配列（5’-GGGACTTTCC-
3’）が固相化された 96 穴プレートの各ウェルに Binding Buffer AM1 を 30 µL ずつ添加
した。次に、サンプル、Positive Control、ブランクとして Complete Lysis Buffer をそれ
ぞれ 20 µL 添加した。プレートにシートカバーをしてシェーカーの上で撹拌しながら
室温で 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗浄
し、Antibody Binding Buffer で 1,000 倍希釈した抗 NFκB 抗体を 100 µL ずつ添加し 1 
時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で 3 回洗浄し、
Antibody Binding Buffer で 1,000 倍希釈した HRP で標識した抗マウス IgG 抗体を 100 
µL ずつ添加し 1 時間反応させた。1 時間後に各ウェルを 200 µL の Washing Buffer で
4 回洗浄し、室温に戻しておいた Developing Solution を 100 µL ずつ添加し 1 分間か
ら 5 分間反応させた。反応後、Stop Solution を 100 µL 添加しマイクロプレートリーダ
ー（CORONA ELECTRIC SH-1000Lab）を用いて 2 波長 450 nm/655 nm での吸光度測
定を行い、検量線から核タンパク質中の NFκB 量を求めた。これを 2-2-5 の方法で測
定した全核タンパク質量で補正することにより定量化を行った。 
 
2-2-7. 統計処理  
得られた結果は、Dunnett 検定 (Excel 2016:Microsoft Corporation)で解析を行った。
有意水準は p < 0.05 または p < 0.01 とした。 
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図 24 TransAM による NFATc1 の DNA 結合活性測定の原理 
（ACTIVE MOTIF INSTRUCTION MANUAL TransAM NFATc1 を一部改変） 
96 穴プレートには NFATc1 結合領域コンセンサス配列（5’-AGGAAA-3’）が固相化
されている。核タンパク質をプレートに添加後 1 時間反応させてから、NFATc1 に対
する抗体を 1 時間反応させた。さらに二次抗体を反応させた後、発色反応を行い、測
定を行った。 
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3. 結果 
3-1. Jurkat 細胞の IL-2 mRNA 発現に対するランタンイオン（La3+）の影響  
 La3+は、コンカナバリン A（ConA）で誘導した Jurkat 細胞の IL-2 産生を抑制するこ
とがタンパク質レベルで明らかとなった。次に RT-リアルタイム PCR を用いて IL-2 
mRNA の発現レベルで検討した。 
 ConA（25 µg/mL）刺激した Jurkat 細胞に対し、LaCl3をそれぞれ 0 mM、0.1 mM、
0.3 mM、1.0 mM 、3.0 mM 培地に添加し、ハウスキーピング遺伝子であるグリセルア
ルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）mRNA と IL-2 mRNA をリアルタイム
PCR でそれぞれ測定した。IL-2 mRNA 量を GAPDH mRNA 量で補正した結果を図 25
に示す。ConA 刺激のみのコントロールに対して 0.1 mM の LaCl3 添加で IL-2 mRNA
発現は有意に低下し 3.0 mM の La3+では、IL-2 mRNA 量がほぼ消失することが明らか
となった。この結果から La3+は mRNA の発現レベルで Jurkat 細胞の IL-2 産生を低下
させる作用があることが明らかとなった。 
 
3-2. ランタンイオン（La3+）の核内転写調節因子に対する影響  
これまでの結果から La3+は in vitro において CN 活性を混合阻害することが示され、
また La3+は Jurkat 細胞が ConA 誘導性に産生する IL-2 の産生を mRNA のレベルで抑
制することが明らかとなった。CNは IL-2 mRNA発現に必要な Nuclear factor of activated 
T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1（NFATc1）の脱リン酸化反応を触媒し、細胞
性免疫に関与する。IL-2 mRNA の発現は NFATc1、AP-1 （activator protein 1）、NFκB
（nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells）の 3 つの転写調節因子に
よって制御されているが、La3+の影響についてこれらの核内転写調節因子レベルで検
討を行った。 
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3-2-1. ランタンイオン（La3+）の NFATc1 に対する影響  
ConA（25 µg/mL）刺激した Jurkat 細胞に対し、LaCl3をそれぞれ 1.0 mM、2.0 mM 培
地に添加し、3 時間培養を行った後、核タンパク質を抽出した。NFATc1 結合領域のコ
ンセンサス配列  5’-AGGAAA-3’ が固相化されている TransAM NFATc1 Activation 
Assay（ACTIVE MOTIF 社）を使用した ELISA 法により、核内の NFATc1 の DNA 結合
活性を測定した。図 26 に示すように、ConA 刺激を行うと、無刺激と比較して有意に
核内の NFATc1 量は増加した。一方、1 mM の LaCl3 は核内の NFATc1 量を有意に低下
させことが明らかとなり、2 mM では無刺激のレベルにまで低下させた。 
 
3-2-2. ランタンイオン（La3+）の AP-1 に対する影響  
 ConA（25 µg/mL）刺激した Jurkat 細胞に対し、LaCl3をそれぞれ 1.0 mM、2.0 mM 培
地に添加し、3 時間培養を行った後、核タンパク質を抽出した。AP-1 結合領域のコン
センサス配列  5’-TGAGTCA-3’ が固相化されている TransAM AP-1 Activation Assay
（ACTIVE MOTIF 社）を使用した ELISA 法により、核内の AP-1 の DNA 結合活性を
測定した。図 27 に示すように、ConA 刺激を行うと、無刺激と比較して有意に核内の
AP-1 量は増加した。一方、1 mM の LaCl3は核内の AP-1 量を有意に低下させことが明
らかとなった。 
 
3-2-3. ランタンイオン（La3+）の NFκB に対する影響  
  ConA（25 µg/mL）刺激した Jurkat 細胞に対し、LaCl3をそれぞれ 1.0 mM、2.0 mM 
培地に添加し、3 時間培養を行った後、核タンパク質を抽出した。NFκB 結合領域のコ
ンセンサス配列  5’-GGGACTTTCC-3’ が固相化されている TransAM NFκB Activation 
Assay（ACTIVE MOTIF 社）を使用した ELISA 法により、核内の NFκB の DNA 結合活
性を測定した。図 28 に示すように、ConA 刺激を行うと、無刺激と比較して有意に核
内の NFκB 量は増加した。一方、1 mM の LaCl3 は核内の NFκB 量を有意に低下させ、
2 mM では無刺激のレベルにまで低下させた。 
66 
 
 
図 25 Jurkat 細胞の IL-2 mRNA 発現に対するランタンイオン（La3+）の影響 
Jurkat 細胞を 5×105 個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養した。その後
LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは刺激
剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。全 RNA の抽出は
NuceoSpin® RNA を用いてプロトコールに従って行い、cDNA 合成は TAKARA 社の
Prime ScriptTM Master Mix のプロトコールに従って行った。PCR 反応液は、TAKARA
社の SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱのプロトコールに従って調製し、リアルタイム PCR 装
置（TAKARA Thermal Cycler Dice Real Time System TP800）を使用して、PCR 測定を行
った。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（* p <0.05、** p <0.01）
を検定した。 
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図 26  Jurkat 細胞の NFATc1 の DNA 結合活性に対するランタンイオン（La3+）の影
響 
Jurkat 細胞を 5×105個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養を行った。さら
に、LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは
刺激剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。核タンパク質の抽
出は、ACTIVE MOTIF 社の Nuclear Extract Kit のプロトコールに従って行い、NFATc1
の測定 は、ACTIVE MOTIF 社の TransAM NFATc1 Activation Assay を使用した。測定
方法はキット付属のプロトコールに従い、96 穴プレートに固相化された NFATc1 結合
領域コンセン配列サス（5’-AGGAAA-3’）に結合した核タンパク質を一次抗体と反応さ
せた後、二次抗体を用いた発色反応を行った。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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図 27  Jurkat 細胞の AP-1 の DNA 結合活性に対するランタンイオン（La3+）の影響 
Jurkat 細胞を 5×105個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養を行った。さら
に、LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは
刺激剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。核タンパク質の抽
出は、ACTIVE MOTIF 社の Nuclear Extract Kit のプロトコールに従って行い、AP-1 の
測定 は、ACTIVE MOTIF 社の TransAM AP-1 Activation Assay を使用した。測定方法
はキット付属のプロトコールに従い、96 穴プレートに固相化された AP-1 結合領域コ
ンセン配列サス（5’-TGAGTCA -3’）に結合した核タンパク質を一次抗体と反応させた
後、二次抗体を用いた。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
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図 28  Jurkat 細胞の NFκB の DNA 結合活性に対するランタンイオン（La3+）の影響 
Jurkat 細胞を 5×105個/mL の細胞密度に調製し 30 分、37℃で前培養を行った。さら
に、LaCl3 を任意濃度で添加し、30 分、37℃で培養した後、刺激剤無添加、あるいは
刺激剤として ConA（25 µg/mL）を添加して 3 時間培養を行った。核タンパク質の抽
出は、ACTIVE MOTIF 社の Nuclear Extract Kit のプロトコールに従って行い、NFκB の
測定 は、ACTIVE MOTIF 社の TransAM NFκB p65 Activation Assay を使用した。測定
方法はキット付属のプロトコールに従い、96 穴プレートに固相化された NFκB 結合領
域コンセン配列サス（5’-GGGACTTTCC-3’）に結合した核タンパク質を一次抗体と反
応させた後、二次抗体を用いた。 
Dunnett 検定（Excel 2016）を使用してコントロールとの有意差（** p <0.01）を検定
した。 
-
0
+
0
+
1
+
2
0
50
100
150
N
F
κ
B
 a
c
ti
v
a
ti
o
n
 (
%
 o
f 
c
o
n
tr
o
l)
ConA
LaCl3 (mM)
**
**
**
70 
 
4. 考察 
 T 細胞における IL-2 mRNA の発現は、カルシニューリン（CN）系を介した Nuclear 
factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1（NFATc1）、IκB kinase（IKK）
系を介した nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells（NFκB）および
mitogen-activated protein kinase（MAPK）系を介した activator protein-1（AP-1）の 3 つ
の転写調節因子によって制御されている（図 2）59,64）。この中でリン酸化型 NFATc1 は
CNの脱リン酸化反応の基質となっており、リン酸化型NFATc1は脱リン酸化型NFATc1
に変化をすることにより核内に移行し、IL-2 mRNA の発現量を増加させることが知ら
れている（図 1）。従って、ランタンイオン（La3+）の作用機序を明らかとするために、
核内の転写調節因子 NFATc1、AP-1、NFκB のそれぞれの DNA 結合活性について検討
を行った。その結果、予想通り La3+により、核内の NFATc1 量は有意に低下すること
を認めたが、興味深いことに NFκB、AP-1 量についても有意に低下することが明らか
となった（図 26、27、28）。 
先行研究では La3+は非選択的カルシウム拮抗剤としての機能を持つことが知られて
いる 69-72)。従って、LaCl3 は細胞内の Ca2+濃度を調節することにより CN 活性に影響
を与え、NFATc1 の DNA 結合活性を抑制し IL-2 mRNA 発現を抑制する可能性も考え
られる。実際に Liu 等は LaCl3 がオキシステロールで誘導した ECV-304 細胞の細胞内
Ca2+の上昇や Extracellular Signal-regulated Kinase（ERK）および NFκB のシグナル経路
の活性化を抑制することを報告している 73)。また、Guo らは RAW264.7 細胞を用いて
LaCl3 がリポポリサッカライド（LPS）で誘導した一酸化窒素（NO）や腫瘍壊死因子α
（TNF-α）の産生を抑制すること、またそのメカニズムとして LaCl3 がカルシウム拮
抗剤として機能することによりプロテインキナーゼ C（PKC）と NFκB のシグナル経
路を抑制することを報告している 74)。その一方で、LaCl3の新規な作用として、Chen
等は LPS 刺激した HUVEC 細胞を用いて LaCl3 が炎症性サイトカイン産生を抑制し、
このメカニズムとして LaCl3 が核内の NFκB を低下させるだけではなく、ヒストン脱
メチル化酵素である Jmjd3 をタンパク質レベルで低下させることにより NFκBと DNA
71 
 
の結合を抑制することを示している 75)。また、Jiang 等は LaCl3 が Rankl で誘導した
破骨細胞の形成と機能を低下させることを明らかとしており、そのメカニズムとして
LaCl3が NFATc1 と NFκBをタンパク質レベルでダウンレギュレーションすることを報
告している 76)。従って、LaCl3 は、骨形成や炎症反応など様々な細胞の高次機能に対
して多様なメカニズムにより作用を発揮するものと考えられる。本研究においても
La3+は、NFATc1 だけではなく、NFκB と AP-1 の DNA 結合活性を有意に低下させるこ
とにより Jurkat 細胞の ConA 誘導性に産生される IL-2 産生を抑制することが明らかと
なった（図 29）。今後は、これらの作用機序の詳細について検討を行う必要がある。  
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5. 結論 
第一章、第二章で La3+は in vitro で CN 活性を混合阻害すること、Jurkat 細胞が ConA
誘導性に産生する IL-2 タンパク質産生を抑制することを明らかとしてきた。さらに本
章においてリアルタイム RT-PCR 法により、IL-2 mRNA の発現レベルで検討を行った
ところ、La3+は転写レベルで作用することが示された。IL-2 mRNA 発現に関与する 3
つの転写調節因子 NFATc1、AP-1、NFκB について核内のタンパク量を測定して検討し
たところ、La3+により NFATc1 の DNA 結合活性は有意に抑制されていることが明らか
となった。また、興味深いことに AP-1、NFκB の DNA 結合活性も有意に低下してい
ることが示された。これらの結果から La3+は IL-2 mRNA 発現に関わる 3 つの転写調
節因子の DNA 結合活性を低下させることにより、Jurkat 細胞がコンカナバリン A
（ConA）誘導性に産生する IL-2 タンパク質産生を抑制することが明らかとなった。 
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まとめ 
 
レアアースとも呼ばれている希土類元素は、周期表の 3 族に属するスカンジウム
（Sc）、イットリウム（Y）およびランタン（La）からルテチウム（Lu）までの 15 種
類のランタノイドを含む 17 元素からなるグループである。希土類元素は 3 価で安定
しており生体内ではほとんど存在しない元素であるが、蛍光体、高屈折ガラス、燃料
電池、ガラス研磨剤、磁石、夜光塗料などの原料・素材として工業方面で広く利用さ
れている 77）。 
また、希土類元素は臨床分野でも多く利用されており、例えば La を主成分とした
炭酸ランタン（La2[CO3]3）はリン（P）を吸着する特性を利用して、慢性腎臓病患者に
見られる高リン血症の改善薬として 8)、セリウムはシュウ酸セリウムの形状で制吐薬
として使用されている 9)。また、ガドリニウムは磁気共鳴画像（MRI）の血管造影剤と
して 10,11)、放射性のイットリウム（90Y）と放射性のサマリウムは（153Sm）は放射性医
薬品として使用されている 12,13)。従って、希土類元素の新規な生物学的影響や機能性  
に対する基礎的な検討を行い、それを医薬品に応用することは人の健康維持・予防
に非常に重要なことである。本研究では免疫に着目し、ランタンイオン（La3+）を中心
に希土類元素の細胞性免疫に対する影響について免疫抑制剤の標的酵素であるカルシ
ニューリン（CN）を使用した酵素レベル、ヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞を使用した細胞
レベルで研究を行い、新規な免疫抑制剤探索の基盤となるよう検討を試みた。 
最初に LaCl3を使用してウシ脳由来 CN（bCN）とリコンビナント CN（rhCN）のホ
スファターゼ活性への影響について検討したところ、それぞれ阻害を認め、bCN に対
する 50％阻害濃度（IC50）は 6.7 µM、rhCN に対する IC50 は 9.5 µM であった（図 6、
12）。また多くの希土類元素が rhCN を阻害する作用があること（図 14）、La3+は bCN
と rhCN を混合阻害（図 11、15）することを示した。次に、コンカナバリン A（ConA）
誘導性に Jurkat 細胞が産生するインターロイキン-2（IL-2）タンパク質を指標に細胞
レベルで検討を行った。その結果、La3+をはじめ多くの希土類元素は、作用濃度に差
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があるもの Jurkat 細胞の IL-2 産生を抑制することが明らかとなり（図 21、22、23）、
また、La3+は Jurkat 細胞の IL-2 mRNA の発現レベルで作用することが示された（図
25）。これらの結果から、La3+を含む希土類元素は、細胞レベルで細胞性免疫を低下さ
せる作用があると考えられた。T 細胞における IL-2 mRNA の発現は、CN 系を介した
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1（NFATc1）、IκB 
kinase（IKK）系を介した nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
（NFκB）および mitogen-activated protein kinase（MAPK）系を介した activator protein-
1（AP-1）の 3 つの転写調節因子によって制御されている（図 2）59,64）。この中でリン
酸化型 NFATc1 は CN の脱リン酸化反応の基質となっており、リン酸化型 NFATc1 は
脱リン酸化型 NFATc1 に変化をすることにより核内に移行し、IL-2 mRNA の発現量を
増加させることが知られている（図 1）。従って、La3+の作用機序を明らかとするため
に、核内の転写調節因子 NFATc1、AP-1、NFκB のそれぞれの DNA 結合活性について
検討を行った。その結果、予想通り La3+により、核内の NFATc1 量は有意に低下する
ことを認めたが、興味深いことに NFκB、AP-1 量についても有意に低下することが明
らかとなった（図 26、27、28）。 
本研究により、La3+の CN のホスファターゼ活性に対する阻害作用と、Jurkat 細胞の
IL-2 産生阻害様式の結果から、La3+は細胞内において CN を混合阻害により阻害する
ことにより NFATc1 の脱リン酸化を抑制し、DNA 結合活性を低下させ IL-2 mRNA 発
現量と IL-2 タンパク質産生を抑制することが示唆された。しかしながら、La3+は非選
択的カルシウム拮抗剤としての機能を持つことから 69-72)、La3+は細胞内の Ca2+濃度を
調節することにより CN 活性に影響を与え、NFATc1 の DNA 結合活性を抑制し IL-2 
mRNA 発現を抑制する可能性も考えられる。その一方で、培養細胞を用いた先行研究
では、LaCl3 は、NFATc1 や NFκB の DNA 結合活性に影響を与えることが示されてお
り 75,76）、La3+は種々の細胞応答に対して多様なメカニズムにより、その機能を発揮す
るものと思われる。  
La3+をはじめとする希土類元素は、細胞性免疫を制御・調節する機能があることが
75 
 
酵素レベル、細胞レベルで示されたが、免疫抑制剤としての実用化には更なる検討が
必要と考えられる。 
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図 29  ランタンイオン（La3+）による IL-2 mRNA 発現抑制の作用機序（参考文献 25
を改変） 
La3+は、カルシニューリンの阻害を介して NFATc1 の核内移行を抑制し、結果として
IL-2 mRNA 発現を制御する転写調節因子 NFATc1、NFκB、AP-1 の DNA 結合活性を抑
制する。 
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